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Resumen 

En el presente trabajo, se determinó el efecto del glifosato a diferentes concentraciones y tiempos de exposición sobre el 
índice mitótico y de fases, en células meristemáticas de ápices radiculares en Allium cepa L. Se utilizaron bulbos que fueron 
coloeados en vasos de tecnopor con agua. en condiciones de oscuridad y aireación constante. Cuando las raicillas alcanzaron 
una longitud de 2 a 3 cm; se trasladaron a soluciones que contenían Glifosato a coneentraciones de 15, 30 y 45 ppm durante 
6, 12 y 24 horas de exposición. Otro gmpo de bulbos no íueron cxpuestos al Glifosato, los cuales constituyeron el control. 
Posteriormente se procedió a cortar las raicillas, para reahzar el anáhsis citológico y determinar así los indices mitóticos y 
de fases. Los valores obtenidos en las diferentes concentraciones de Glitosato, ñieron comparados con los del grupo control. 
Observando una disminución en el índice mitótico, hasta alcanzar valores de 5.75 % a la concentración de 45 ppm durante 
24 horas de exposición. En relación al índice protásico. se evidenció un ineremento, hasta alcanzar valores de 76.52 % a la 
Concentración de 45 ppm durante 24 horas de exposición. Dicho aumento, generó un aumcnto en el indice mctatasico y una 
disminución en los mdices anafásico y teloíasicos. Los estadísticos de los resultados, se realizaron, mediante el análisis de 
vanan/a que mostró la existencia de ditcrencias significativas entre los diíerentes tratamientos ensayados. lo cual fue confitmado 

mediante la pmeba de comparación múltiple de promedios dc Tukey. 

Palabras dave: Glifosato, Índice mitótico, Alltum cepa L. 


Abstract 


ln this study, vve detemiined the glyphosate eftect at difíerent concentrations and exposurc times on mitotic tndex and phasc 


ityrotoani 


in conditions of darkness and constant aeration. When the rootlets reaehed a length ot 2 to 3 cm, u crc transtcrred to solutions 
with glyphosate at concentrations of 15,30 and 45 ppm during 6,12 and 24 hours of exposure. Another group of bulbs uere 
not exposed to glyphosate, which formed the control. Then, they proceeded to cut the rootlets tor cytological analysis and 


deternü 


with the eontrol group. Noting a decline in mitotie index until reaching values of 5.75% at concentration ol 45 ppm to -4 
hours of cxpoMire.ln rehition to the phasc indcx, vvcrc evidcnccd a inCiease, rcachmg valucs ot 76.5- o at concentration of 4 
ppm to 24 hours of exposure. This increase generated an increase on metaphasic indcx and a dccrcase tn anaphasic index and 
telophasic index.The analys.s of variancc showed signilicant differenccs betw-cen the difterent treatments tcstcd. which was 

confirmed by multiple comparison test of Tukcy. 

Key words: Glyphosate, mitotic index, Allium cepa L. 
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Introducción 

Un herbicida es un pesticida utilizado para matar 
plantas indeseadas. Los herbicidas son contaminantes 
que constituyen una amenaza potencial a la salud. 
Estos compuestos han sido ampliamente empleados 
en diversas partes del mundo para controlar una 
variedad de malezas. La exposición a estos compuestos 
químicos, afecta de forma primaria a los trabajadores 
que intervienen en su producción industrial. En zonas 
agrícolas también puede tener lugar la exposición de 
otros trabajadores. que entran en campos tratados, o 
de la población general, que vive en la proximidad de 
áreas aplicadas. Sin embargo el uso de estos herbicidas, 
puede tomarse irracional debido a muchos factores 
como el conocimiento inadecuado de su dosificación 
y aplicación por parte de los agricultores, entre otros 
(Andrew, et al.. 1981; Seeger, et al., 2000; Korte, 

1982; Fiio & Levan.l950;Saez, 1978; Anliaya, 1981; 
Kmirova, 1980). 

Los herbicidas actúan generalmente inhibiendo los 
procesos metabólicos relacionados con el crecimiento 
y desarrollo de las malas hierbas, además no son 
selectivos y matan toda planta con la que entra en 
contacto (Tomlin, 2000; Ware & Whitacre, 2004). 

E1 Glifosato (N-(tosfonometilo) glicina / 
C3H8N05P), ha sido ampliamente ntilizado en 
diversas partes del mundo para controlar una variedad 
de malezas. Este es un herbicida organofosforado 
absorbido por las hojas y no por las raíces es de amplio 
espectro y no selectivo; desarrollado para la eliminación 
de hierbas y arbustos, en especial los perennes. Ejerce 
su toxicidad sobre toda cla.se de vegetación pre 
emergente. Se aplica al suelo o al follaje. es absorbido 
y transportado a toda la planta. (Anhay et al., 1981, 
Kmirova, 1980). Su Mecanismo de acción se debe 
a que actúa inhibiendo la síntesis de aminoácidos 
aromáticos (fenilalanina. tirosina y triptófano), por parte 
de la planta. Este herbicida es un potente inhibidor de 

la enzima 5 - enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa o 

EPSPS, enzima muy importante en la ruta metabólica 
del Shikimato, presente solo en bacterias, hongos 
y plantas, mediante la cual sc producen muclios 


compuestos aromáticos como ligninas, alcaloides, 
ácidos benzoicos, isoflavonas (fitohormonas), entre 
otros. además de algunas enzimas para la síntesis de 
proteínas, De hecho, hasta un 20% del carbono que es 
fijado durante el proceso de fotosíntesis es utilizado en 
esta ruta metabólica (Kmirova, 1980; Dubach, 1986; 
Talledo & Carola. 1995). 


Debido a que los seres humanos no comparten esta 
ruta metaból ica con los vcgetales, es considerado como 
de bajo riesgo para la salud de los mismos. Sin embargo, 
investigaciones realizadas en herbicidas organoclorados 
indican que produce aberraciones cromosómicas. 
empleando como agente el herbicida acido 
2,4-diclorofexiacetico (2,4D). auxinasintética producto 
cle la substitución con halógenos en las posicionc 
y 4 del anillo fenilico del ácidofenoxiacético; 


f 


ei c 


uat 


sc distribuye comercialmente bajo nombrc-' de U-46, 

Hedonal, Malezan, que fuc ampliamenteemplcailo con 
fines estratégicos durante la guerra de V ietnam (Korte, 
1982; Mims, 1999; Spigel. I9S2: Steel Torrie. 1993). 


Se sabe que el ciclo celular, no siempre termina eri la 
división celular y que su regulación genética, condiciona 
a cada una de las tascs que lo conforman. Exigc una 
transcripción y rfutesisde proteinas específicas previas. 
Estas proteinas detemiinan el inicio del ciclo cclulan la 
rcplicación, la finali/ación del periodo S, ei pasodc i i2 
hacia la mitosis y el flujo de cada fasc de esta última. De 
esta rnanera, este ciclo puede ser afectado por sustancias 
antumtóticas. ctti>to\icas \ gcnoto\!ca> que alterefl su 

normal desarrollo e índuzcan la aparición de figuras 


# # i 


mitoticas anorniíilcs e incluso ocasionen daños a nivel 
cromosómico (Alberts, ct ai, 2006; Paniagua. 1998; 
Beltrán & González, 1995; Ito, 2000; Pelavo, 2003; 

m 

Losada & H i rano, 2001) 

En 1938 el uso de AUium cefm se introdujo como 
un sistema de prueba biológico para evaluar los efectos 
citogenéticos de la colchicina. Desde entonces ha sido 
un material biológico de amplio uso en pruebas de 
laboratorio, debido al crecimiento rápido de sus raiees 
y respuesta de su material genctico a la prcsencia de 
citotóxicos potenciales en los líquidos de prueba; siendo 
de esta manera ffecuentemente utihzados sus meristeitiOS, 
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para estudios de dinámica celular, ya que constituyen 
un sistema in vitro idcal para estudiar los mecanismos 
regulatorios que puedan afectar el ciclo celular (Saez, 
1978; Losada & Hirano, 2001; Dubinin, 1981). 

A1 rio existir trabajos referentes a la accicm de 
herbicida organofosforado glifosato sobre el ciclo 
celular en vegetales, en el presente trabajo se determinó 
el efecto que ejerce a diferentes concentraciones y 
tiempo de exposición sobre el índice mitótico y de 
fases en células meristemáticas de ápices radiculares 
de Allium eepa L. 

Material y Métodos 

Materiai Biológico 

Bulbos á&AHium cepa L. “cebolla” VariedadRoja 
Arequipeña, procedentes de la Provincia de Otuzco. 
Departamento de La Libertad. 


de 2 a 3 cm a fin de asegurar la presencia de células con 
una cinética mitótica constante. 

Los bulbos enraizados. fiieron separados en cuatro 
grupos. E1 primer grupo, se utilizó para el tratamiento 
control (no expuesto al Glifosato) y los tres restantes 
expuestos a soluciones acuosas de Glifosato en 
concentraciones de 15,30 y 45 ppm; durante 6,12 y 24 
horas, para cada una de estas concentraciones. 

A las 6 horas de exposición de las raicillas del gmpo 
control y de cada uno de los tratados con Glifosato; se 
procedió a seleccionar dos raicillas, las cuales luego de 
ser lavadas tres veces con agua potable, se colocaron en 
la solución Camoy's. Posteriormente los bulbos fiieron 
retomados a cada unade sus respectivas soluciones para 
realizar el mismo procedimiento a las 12 y 24 horas 
respectivamente. 

Ohtención de Preparados Citológicos 


Ohtención de las raicillas 



cuema los 



bulbos de “eebolla", toinándose en 


riterios de inclusión: forma de disco 


germinativo, color rojo- rosado, consistencia dura, peso 
cntre 6() y 80g en buen estado fitosanitano. acumulándose 
120 bulbos. En los bulbos seleccionados se procedió a 
eliminar las catáfilas y raicillas secas, también se realizó 
la limpicza cuidad"sa del disco radicular. 

tn la parte ecuatorial de cada bulbo. se introdujeron 
4 mondadientes distribuidos equidistantemente 
para sostener el bulbo a nivel de la boca del vaso de 
tecknopor de lOOml el cual previamente se llenó con 
80 ml de agua, esto pemiitió que el líquido se ponga en 
contacto con cl disco gerininativo para que se 



la emisión de nuevas raicillas, necesarias para la 
experiencia. Los bulbos se mantuvieron en un sistema 
al eual se proporcionó aircación artificial a razón de 
10-20 ml/min a una temperatura de 20C° ± 5C'\ en 
completa oscuridad, renovando el agua cada 24 horas. 
Después de 72 horas se seleccionaron los bulbos que 
originaron mc - de 15 raicillas con longitud promedio 


Las raicillas fijadas en Camoy's fueron extraídas y 
lavadas tres veces en agua potable para retirar los restos 
del fijador. Luego se procedió a secarlas con papel. En 
seguida. éstas fueron depositadas sobre una lunade reloj 
para su coloración de acuerdo a la técnica rápida de Tjio 
y Levan (Tjio & Levan, 1950; Saez. 1978). 

Posterionnente las células fiieron observadas en el 
microscopio con cl objetivo de lOOx y se realizó el 
contaje de 2.000 células mcnstemáticas dc cada uno 
de los diferentes tratamientos con dos repeticiones, 
mediante la técnica de barrido. para identificar ias fases 


del ciclo celular y determinar los índices mitóticos y 
de fases. 


Anúlisis Estadístico 


Los datos obtenidos a partir del conteo de células 
de los diferentes tratamientos, fueron recolectados 
y organizados en tablas procediéndose luego a la 
estimación del análisis de varianza y la posterior 
comparación múltiple de promedios. mediante la prueba 

de Tukey. 
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Resultados 


16 



6 12 24 

Ttempo (koras 


Fig. 1. Indice Mitótico en células meristemáticas del tejido radicular de 
Allium cepa L, expuestas a las diferentes concentraciones 
de glifosato durante 6:12 y 24 horas.Los valores representan 
el promedio de tres repeticiones, las barras verticales indican 
el error estándar Los promedios marcados con la misma letra 
no son diferentes significativamente. 



Fig. 2. Diferentes fases del ciclo celular en célulasmeristematicas en 
ápices radiculares de A . cepa L no expuestas al glifosato. 
(100X) (i) Interfase, (p) Profase, (m) Metafase, (a) Anafase. 
(t) Telofase. 
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. 3. Indice Profásico de células meristemáticas de ápices radiculares 
en A. cepa L, expuestas a las diferentes concentraciones de 


glifosato durante 6; 12 y 24 horas.Los valores representan el 
promedio de tres repeticiones, las barras verticales indican el 
error estándar. Los promedios marcados con la misma letra no 


son 





Fig. 4. Células meristemáticas en Profase (p) de ápices radiculares 
en A. cepa L. no expuestas al glifosato 
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Fig. 5. Células maristemáticas en Profase (p) de ápices radiculares 

en A. cepa L. expuestas al glifosato en una concentración de 
30 ppm durante 24 horas (lOOx). 


Fig. 6. índice Metafasico de células meristemáticasen ápices 
radiculares de Allium cepa L, expuestas a las diferentes 
concentraciones de glifosato durante 6; 12 y 24 horas.Los 
valores representan el promediode tres repeticiones. las barras 
verticales indican el error estándar. Los promedios marcados 
con la misma letra no son diferentes significativamente. 
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Fig. 7. Indice Anafasicode células meristemáticasde ápices radiculares 
en A. cepa. L, expuestas a las diferentes concentraciones de 
glifosato durante 6; 12 y 24 horas.Los valores representan el 
promedio de tres repeticiones, las barras verticales indican el 
error estándar. Los promedios marcados con la misma letra no 
son diferentes significativamente. 


Fig. 8. Células meristemáticas en Anafase (a) deápices radiculares en 
A. cepa L. no expuestas al glifosato. 



Fig. 9. Células meristemáticas en Anafasico (a) de ápices radiculares 
en A. cepa L. expuestas al glifosato en una concentración de 
45 ppm durante 24 horas (1 OOx. 
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Fig 10. indice de Telofásico de células meristemáticas del tejido 
radicular de A. cepa L., expuestas a las diferentes 
concentraciones de gliíosato durante 6; 12 y 24 horas. Los 
valores representan el promedio de tres repeticiones. las barras 
verticales indican el error estándar Los promedios marcados 
con la misma letra no son diferentes significativamente. 


Discusión 


Los meristemos radieulares de Alliurn cepu L, 
son muy convenientes para estudiar la división celular 
puesto que hay de 10 a 15% de células en mitosis: 
además de esto. una varicdad de compuestos químicos y 
factores fisicos han sido ensayados en estos meristemos, 
con ia finalidad de conocer los eventos celulares y 
moleculares que se llevan a cabo durante el ciclo celular 
(Belmont, 2002; Dubinin, 1981; Daniel. 2004). 


C'uando un bulbo se rehidrata. se produce una 


estimulación en la 


división de las células. 


lo ciial 


permite una elongación de las raíces de la planta. 
La poblución de células meristemáticas se encuentra 


sujeta a un equilibrio dinámico estable; hallándose 
asincrónicamente distribuidas a través del cido (Felix 
& Karsenti, 1995; Shimotohno, 20**3). 

A1 analizar los resultados obtenidos a partir de 
los diferentes tratamientos con glifosato para lo- 
IM se observa que los valores van disminuyendo 
conforme se incrementan las concentraciones, en 
la prueba de comparación Múltiple de promedios 
(Fig. 1), se observa la formación de cuatros gmpos 
estadisticamente homogéneos en función a su efecto. 
Debido a que posiblemente. conforme se incrementa 
las concentraciones de glifosato, el daño que se encarga 
de hacer posible el normal tránsito de las células 
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dc la interfase a la mitosis es mayor; esto trae como 
consecuencia las diferencias en los índices mitóticos. 


Esta disminución de los IM se debería a que 
probablemente el glifosato a las concentraciones y 
tiempos ensayados; actuaría inhibiendo la síntesis 
de animoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina y 
triptófano), por parte de la planta, debido a que es un 
potente inhibidor de la enzima 5 - enolpiruvilshikimato- 
3-fosfato sintasa o EPSPS, enzima muy importante 
en la ruta metabólica del Shikimato, mediante la cual 
se producen muchos compuestos aromáticos como 
ligninas, alcaloides, ácidos benzoicos, isoflavonas 
(fítohormonas), entre otros. Además de algunas 
enzimas necesarias para la síntesis de proteínas. Esta 
inhibición en la síntesis de aminoácidos mencionada 
anteriormente, estaría generando que las proteínas 
que actitan a nivel del segundo punto de control en el 
ciclo celular (G2), como los complejos CdKl-ciclina 
A y ciclina B (ciclinas mitóticas); que permiten el 
paso a través de este punto hacia el período M. Lo 
cual traería como consecuencia que las células no 
transiten nomialmente de la fase G2 hacia la mitosis; 
deteniéndose entonces en interfase y consecuentemente 
disminuyendo el número de células en división (Fig.2). 
(Dubach, 1986; Talledo & Carola, 1995, Mims, etai, 
1999; Ito, 2000; Dubinin, 1981; Daniel, 2004; Celada, 
1996). 


Al analizar los resultados obtenidos a partir de 
los diferentes tratamientos con glifosato para los IP, 
se observa que los valores aumentan, en la prucba 
de comparación múltiple de promedios (Fig. 3), se 
observa la formación de dos grupos estadísticamente 
homogéneos en función a su efecto. Debido a que las 
diferentes concentraciones de glifosato ensayadas 
estarían produciendo un daño similar en la estructura 
de las moléculas que controlan el normal tránsito de las 
células de la profase a la metafase. 


Este incremento del IP en los tratamientos expuestos 
al glifosato, se debería probablemente a que como 
se mencionó anteriormente dicho compuesto al 
inhibir la síntesis de aminoácidos necesaríos para la 
síntesis de algunas proteinas como las condensinas; 
las cuaies a su vez se encargan del mantenimiento 


estructural de los cromosomas (SMC) y de cumplir un 
rol fundamental en el proceso de condensación de la 
cromatina (Fig. 4), resulten alteradas en su estructura 
molecular. Lo que traería como consecuencia que los 
procesos de condensación del material genético se vean 
afectados (Fig. 5); por lo que, las células no transitarían 
normalmente desde profase hacia la metafase (Belmont, 
2002; Hyman & Karsenti, 2003; Aller, 1992; Murria & 
Kirschner, 1991,Purves, et ui, ^O*^). 

A1 analizar los resultados obtenidos a partir de los 
diferentes tratamientos con glifosato para los I Met, 
se observa que los valores aumentando, cn la prueba 
de comparación múltiple de promedios (Fig 6), se 
observa la formación de dos gmpos estadísticamcnte 
homogéneos en fúnción a su efecto. Debido a que las 
diferentes concentraciones de glifosato ensayadas 
estarían produciendo un daño similar en la estmctura 
de las moléculas que controlan el nomial tránsito de las 
células de ia metafase a anafasc. 

E1 ligero aumento del índice metafásico, de los 
diferentes tratamientos con glifosato con respecto al 
gmpo control, se debería a que dicho compuesto al 
alterar la estmctura molecular de las condensinas, no 
permitiría llevar a cabo un proceso de condensación 
nonnal del material genético. como es característico 
de la metafase, lo que traería como consecuencia que 
las células no transiten nonnalmente desde la metafase 
hacía la anafase (Jiménez & Merchant, 2003; Purves, 
et a¡., 2003; Murria & Kirschner, 1991; Hyman & 
Karsenti, 2003). 

A1 analizar los resultados obtenidos a partir de 
los diferentes tratamientos con glifosato para los 
IA, se observa que los valores disminuyen, en la 
pmeba de comparación múltiple de promedios (Fig- 
9), conformándose dos grupos estadísticamente 
homogéneos en función a su efecto. Debido a que 
las diferentes concentraciones de glifosato ensayadas 
estarían produciendo un daño similar en la estmctura 
de las moléculasque controlan el normal tránsito de lus 
células de anafase a la telofase. 

Esta disminución en el IA, estaria ocurriendo debido 
al ligero aumento del índice metafásico mencionado 

anteriormente. Por otro lado, el glifosato al actuar 


200 


AmalJoa 10(2): 195 - 202, 2ol2 



Castillo et aU: Efecto del Glifosato en ápices radiculares de Aílium cepa 


inhibiendo la síntesis de aminoácidos que forman 
parte de la estructura molecular de proteínas como las 
cohesinas, MAPs y catastrofinas; las cuales a su vez 
se encargan de llevar a cabo el proceso de segregación 
de cromátidas hermanas característico de la anafase. 
Esto traería como consecuencia, que las células no 
transiten normalmente desde anafase hacia la telofase 
(Weingartner, et a¡., 2003; \ elix & Karsenti, 1995; 
Hyman & Karsenti, 2003; Celada, 1996; Paniagua, 
2000 ). 


A1 analizar los resultados obtenidos a partir de 
los diferentes tratamientos con glifosato para los IT, 
sc observa que los valores disminuyen. en la prueba 
de Comparación Múltiple de promedios (Fig. 10), 
conformándose cuatro grupos estadísticamente 
homogéneos en fiinción a sus efectos. Esto se deberia 
probablemente a que el glifosato a las diferentes 
concentraciones, ocasionan una severa alteración en la 
estructura de las moléculas que controlan los eventos 
que normalmente deben ocurrir en esta fase alterando 
el tránsito normal de teloíáse a interfase. 


La disminución del IT, se originaría debido a que 
el proceso de segregación cromosómica está siendo 
afectado, un número reducido de células pasarían hacia 
la telofase; lo que explicaria el bajo indice telofásieo 
hallado (Jiménez & Merchant 2003; Purves, 2003; 
Hyman & Karsenti, 2003). 

Al evaluar los índices Mitóticos (IM), Profá-sicos 
(IP), Metafásicos (I Met.). Anatásicos (IA) y Telofásicos 
(IT) en eclulas meristemáticas de los tratamientos 

control, se hallaron valores de 13.425 %, 13.175 % y 
13.45 % para IM. 52.885 °55.305 %y 52.93 % para IP. 
14.755%, I2.52%y 14.34%paral. Met, 8.03%,8,18% 
y 8.555".. para IA y 24.335%, 23.995% y 24.18% para 

1T a 6, 12 ' 24 horas respeem amente. Diehos valores 
se aproximan a lo reportado por Beltrán & Gonzáles. 
los cuales estimaron un IM de 14.6%, IP de 44.60%. 
1 Met de 15.40%, IA de 9.20% y IT de 28.80%. Esto 

se debería probableinente a la influencia de factores 
ambientales; lo cual explicaría la ligera variación en 
los valores de los índices mitóticos hallados (Beltrán 
& González, 1995; Paniagua. 1998). 


Conclusiones 


Glifosato ocasiona una disminución en los índices 
mitóticos conforme se incrementa su concentración 
y tiempo de exposición, en células meristemáticas de 
ápices radiculares en Allium cepa L. 

Glifosato ocasiona un aumento en índice profásico 
y metafásico, en células meristemáticas de ápices 
radiculares en Allium cepaL. 


Los índices de anafase y telofase, disntinuyen 
significativamente, en células meristemáticas de ápices 
radiculares en Allium cepa L. 
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